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Apresentacao
Ola, prezado(a) colega.

Neste mddulo, temos a intencdo de avangar um pouco
mais sobre o universo da genética e da gen6mica, mas
com uma aplicacao mais aprofundada na area da saudde.

Falaremos sobre técnicas moleculares que permitem
avaliar o material genético de diversas formas e como
os dados gerados por essas analises podem auxiliar na
pratica clinica.

Para que os conceitos sejam bem fundamentados,
vamos passar por temas importantes que, ainda, trazem
conceitos ja aprendidos no modulo anterior e agrupam
as novas informagdes que também darao suporte para
os proximos modulos deste curso.

Ao final deste mddulo, temos a expectativa de que vocé
consiga iniciar a articulacdo de conceitos basicos da
genética e da genémica com a pratica clinica.

Bons estudos!

Equipe Mapa Genoma Brasil
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1. Estrutura de
Genes, Cromossomos
e Tecnologias para
Analise

Como visto no modulo anterior, o
entendimento da hereditariedade teve
seu ponto de partida com as descobertas
de Gregor Mendel no século XIX. Mendel
elucidou as regras basicas da transmissao
de caracteristicas entre geracdes, ainda
que, na época, n3o se soubesse qual era
0 material genético responsavel por esses
fendbmenos. Foi apenas em 1953, com a
descoberta da estrutura do DNA, que a
biologia comecou a desvendar os segredos
do material hereditario.

Umas das importantes analises

sobre o material genético deveu-se a
citogenética, que permitiu a observacao
dos cromossomos, abrindo novas frentes
para o entendimento de como anomalias
cromossémicas podem influenciar a

saude humana. Em 1956, o numero de
cromossomos humanos foi estabelecido,
revelando 23 pares que abrigam milhares
de genes. Essas descobertas inauguraram

a citogenética moderna e possibilitaram o
estudo de doencas causadas por alteragoes
cromossdmicas, como o cancer. O proximo
marco importante foi o Projeto Genoma
Humano, que, iniciado em 1990 e concluido
em 2003, mapeou o conteldo genético
humano. O projeto revelou a sequéncia

de, aproximadamente, 3 bilhdes de pares
de bases, proporcionando um catalogo
inicial de genes que impulsionou o
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campo da gendémica. E muito importante
entender sobre a estrutura de genes

e de cromossomos para desvendar os
mecanismos das doencas.

Esses conhecimentos mostram-se
essenciais em diversas areas da saude, uma
vez que mutacdes genéticas e alteracdes
cromossdmicas desempenham papéis
centrais no desenvolvimento de muitas
condicoes. Nesse sentido, vamos explicar as
estruturas e as funcdes dos cromossomos e
dos genes.

Cromossomos

Os cromossomos sao formados por DNA

e proteinas associadas; esse complexo

é chamado de cromatina. As proteinas
associadas ajudam a enrolar a molécula de
DNA, reduzindo seu comprimento, como
as histonas, que foram demonstradas no
modulo 1 deste curso.

Repare na figura 1A, que ilustra o esquema
de uma célula a qual possui cromossomos
em seu nucleo e, avaliando a estrutura
dos cromossomos, percebemos que esta
denominada de cromatina condensada a
fita de DNA enovelada nas histonas (essa
estrutura chamamos de nucleossomos),
proteinas que, nessa conformacao, ndo
podemos ver, pois a estrutura condensada
permite uma "diminuicao” do tamanho
fisico da fita de DNA para que o material
genético caiba no nucleo das células.

A cromatina descondensada estd mostrando
a fita de DNA desnovelada, permitindo

a visualizacdo das histonas. Perceba

que, quanto mais esticada a fita, mais
conseguimos enxergar a formacgdo da
dupla fita do DNA e suas ligacoes de bases
nitrogenadas complementares.
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Figura 1A - Esquema ilustrativo da cromatina condensada e descondensada
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Fonte: Shutterstock®
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Figura 1B: Estrutura do Nucleossomo
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Fonte: Elaboracao prépria.
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Os nucleossomos (Figura 1B) podem apresentar-se em duas formas distintas: a eucromatina
e a heterocromatina. A eucromatina € uma regidao menos compactada e esta ativa para a
transcricao génica, permitindo que os genes sejam mais acessiveis para leitura e expressao.
Em contraste, a heterocromatina é mais densamente compactada e, geralmente, inativa na
expressao génica, desempenhando um papel de protecdo dos segmentos de DNA que ndo
estdo sendo utilizados no momento. Essa organizacao é fundamental para o funcionamento
e a regulacdo da expressao genética. Veja, na figura 2, uma ilustracao dessas duas formas.

Figura 2 - Diferenca das formas eucromatina (menos condensada, com genes ativos favorecendo
processos de transcricao) e heterocromatina (mais condensada com genes inativos).

Heterocromatina

Genes inativos
Fonte: Elaboracao propria.

Ap6s vermos do que os cromossomos sdo formados, veremos as suas estruturas.
O cromossomo possui duas cromatides, copias idénticas de um cromossomo que surgem apos
sua duplicacao durante a fase de replicacao celular. Cada cromossomo duplicado se apresenta
com duas cromatides-irmas, unidas pelo centromero, formando um "X" caracteristico. Durante
a divisao celular, essas cromatides-irmas sao separadas para garantir que cada célula-filha
receba uma copia completa do material genético. Essa separacao € essencial para manter a
integridade genética nas novas células.

Figura 3 - Demonstracao de cromossomos homoélogos e cromatides homélogas

Cromossomos Cromatides
homologos homologas

Centrémero Replicacao de DNA

%

Cromatides
irmas
Fonte: Elaborac¢do propria.

O centrémero € a regido central do cromossomo onde essas cromatides se conectam,
desempenhando papel crucial na divisao celular, pois, nele, se liga o cinetdbcoro — uma
estrutura proteica que facilita a movimentacdo dos cromossomos em direcdo as células-filhas.
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Saiba mais!

Os cromossomos homologos sao pares de cromossomos que possuem a mesma
sequéncia de genes, mesma estrutura e tamanho, mas podem conter varia¢ées nos
alelos (as versdes dos genes) que carregam. Em organismos diploides (2n), como os
seres humanos, cada célula somatica possui dois conjuntos de cromossomos, um
herdado do pai e outro da mae, totalizando 23 pares de cromossomos homologos.

Durante a meiose (processo na formacao dos gametas, verificando-se o surgimento

de células com metade do nimero de cromossomos), hd o cruzamento e a troca de

material genético entre os cromossomos, contribuindo para a variabilidade genética
dos descendentes.
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Fonte: Elaborac¢do propria.

Além disso, o centrémero divide o cromossomo em duas partes desiguais, formando
o0 brago p (brago curto) e o braco g (braco longo). Esses bracos contém segmentos
especificos de DNA e a variacdo em tamanho e formato dos cromossomos contribui
para a organizacao e a identificacdo do material genético (Figura 4).

Nas extremidades de cada cromossomo, encontram-se os teldbmeros, compostos de
DNA repetitivo. Eles tém a funcao de proteger o material genético e de evitar que

os cromossomos se fundam uns com os outros. Durante a divisao celular, as fibras
do fuso mitotico ligam-se ao centrdmero e encarregam-se de separar as cromatides
irmas e de leva-las as extremidades opostas da célula. Esse processo é fundamental
para que cada célula-filha receba a quantidade adequada de material genético,
mantendo a integridade da informacdo genética.
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Figura 4 - Estruturas do cromossomo
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Fonte: Elaboracao propria.
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Saiba mais!

A mitose é um processo de divisao celular que ocorre em células
eucarioticas, resultando em duas células-filhas geneticamente
idénticas a célula-mae. E fundamental para o crescimento,
reparo e regeneragao de tecidos.

O ciclo mitético é dividido em varias fases:

1. Profase: Durante esta fase, a cromatina se condensa para
formar cromossomos visiveis, cada um composto por duas
cromatides irmds unidas pelo centrémero. A membrana
nuclear comeca a se desintegrar, e 0s centrossomos
(organelas que organizam os microtibulos) se movem para
os polos opostos da célula.

2. Prometéafase: A membrana nuclear se desintegra
completamente, permitindo que os microtibulos do fuso
mitdtico se conectem aos centrdmeros dos Ccromossomos.
Os cromossomos comegam a se mover em direcdo ao plano
equatorial da célula.

3. Metafase: Os cromossomos alinham-se no equador da
célula, formando a chamada "placa metafasica”. Este
alinhamento é crucial para garantir que cada célula-filha
receba um conjunto completo de cromossomos.

4. Anafase: As cromatides irmds sdo puxadas para os polos
opostos da célula a medida que os microtibulos do fuso se

encurtam. Isso garante que cada nova célula terd uma copia
idéntica do material genético.
5. Teléfase: Os cromossomos comecam a descondensar,
retornando ao estado de cromatina. As membranas
nucleares se reconstituem em torno dos dois conjuntos de Duas células

cromossomos, formando duas nucleos distintos.

Mitose

Replicacao do DNA

diploides

Fonte: Shutterstock?
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O ser humano possui, no nucleo de suas células, 23 pares de cromossomos dos quais

possuem as sequéncias especificas de DNA para dar sinais da organizacao e das

caracteristicas de um organismo. Os cromossomos sdo divididos em autossomos e sexuais

e 0 ser humano possui 22 pares de cromossomos autossomos e 1 par de cromossomos

sexuais, que sdo agueles que determinam o sexo do individuo. Os cromossomos

autossomos sao iguais em ambos o0s sexos e denominados por nimeros; ja os do sexo

masculino tém, na conformacao, os cromossomos sexuais compostos pelos chamados

cromossomos X e Y, enquanto as mulheres possuem X e X. Veja, na figura 5, essa

diferenciacdo entre 0s sexos.

Figura 5 - Cromossomos autossomos e sexuais, tanto no caso do sexo masculino quanto no caso do sexo feminino

TN

13

13

14

14

15

15

16

16

17

A

17

\

18

18

A

19

19

Fonte: Elaboracao propria.

10

f

20

20

X

21

21

i

10

22

10

22

X y



Genoma Brasil

Os cromossomos podem-se classificar de varias maneiras com base em diferentes
caracteristicas. Os cromossomos metacéntricos sao aqueles que possuem o centrémero
localizado no meio, resultando em dois bracos de comprimento igual (um exemplo é

0 cromossomo 1 humano). Os cromossomos submetacéntricos sdo aqueles em que o
centrbmero est3, ligeiramente, deslocado do centro, resultando em um brago maior e
um braco menor (exemplo o cromossomo 4 humano). J4 os cromossomos acrocéntricos
sao aqueles que possuem o centrémero proximo a uma extremidade, resultando em
um brago muito curto e um brago longo (exemplo os cromossomos 13, 14, 15,21 e 22
humanos). Por fim, os cromossomos telocéntricos sdo aqueles dos quais o centrémero
estd localizado em uma extremidade, formando um Unico braco. Este tipo de cromossomo
ndo é encontrado nos humanos, mas € comum em alguns outros organismos.

Veja os exemplos na figura 6.

Figura 6 - Tipos de cromossomos de acordo com a localizac3ao do centromero

Satélite Metacéntrico Submetacéntrico
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Fonte: Elaboracao propria.
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Os cromossomos sdo, portanto, estruturas especificas que contém o material genético de
um organismo. Cada cromossomo carrega milhares de genes que codificam as instrucdes
para a producdo de proteinas e que regulam diversas funcdes biologicas. Por exemplo, os
humanos possuem 23 pares de cromossomos, totalizando 46 cromossomos, que contém
cerca de 20.000 a 25.000 genes, os quais determinam caracteristicas herdadas, como a
cor dos olhos, a altura e a predisposicao a certas doencas.

Veja um esquema ilustrativo na figura 7.

Figura 7 - Esquema ilustrativo dos genes organizados nos cromossomos

Cor do olho

Tipo sanguineo

Cor do cabelo

Altura

Fonte: Elaboracdo prépria.

A seguir, vamos compreender melhor 0 que sao 0s genes e suas estruturas.
Genes

Os genes sao segmentos de DNA que contém as instru¢des necessarias para a producao
de proteinas e a regulagao de processos biologicos em um organismo. Cada gene é uma
unidade funcional da hereditariedade e é responsavel por caracteristicas especificas,
como a cor dos olhos, o tipo de cabelo, o tipo sanguineo e a predisposicao a certas
doencas, por exemplo.

Como estrutura, os genes sao formados por sequéncias de nucleotideos, que sdo as
unidades basicas do DNA (bases nitrogenadas adenina, timina, citosina e guanina). A
sequéncia dessas bases determina a informacao genética contida no gene. De forma mais
especifica, existem regides chamadas de exons (as partes que codificam proteinas) e
introns (as partes ndo codificantes que sdo removidas durante o processamento do RNA).
Veja, na figura 8, uma esquematizacdo da estrutura de um gene, demonstrando os exons e
os introns.

12
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Figura 8 - Esquema da estrutura do gene no DNA para a formacao de RNA mensageiro
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Fonte: Elaboracao propria.

Perceba que, na figura 8, temos outras especificacdes, como uma regidao promotora. Essa
regido é uma sequéncia do DNA localizada proxima ao inicio de um gene, tipicamente
entre 100 a 1.000 pares de bases acima do local de inicio da transcri¢do. Essa sequéncia é
reconhecida por proteinas regulatoérias, como fatores de transcri¢cao, determinando onde a
maquinaria celular se liga para iniciar todo o processo de transcricao.

Alteracdes genes (mutacdes) podem ser classificadas de varias maneiras, dependendo

de sua natureza e de seu impacto. Como vimos no moédulo 1, as altera¢des na sequéncia
dos genes nao, necessariamente, refletem alguma patologia, mas conhecé-las é muito
importante para relacionar sua presenca no cddigo genético com a expressao de fenotipos
de doencas. Veja, a seguir, os tipos de mutagoes.

Mutacoes Pontuais - Essas mutacdes envolvem a alteracao de uma Unica base no DNA.
* Substituicao de Base: Uma base é substituida por outra.

* Mutacdo Silenciosa: N3o altera o aminoacido produzido.

* Mutacgdo Missense: Altera um aminoacido no polipeptideo.

* Mutac¢do Nonsense: Cria um codon de parada, resultando em uma proteina
truncada.

Insercoes e Delecoes - Essas mutacdes envolvem a adi¢do (inser¢do) ou a remogao
(delecdo) de uma ou mais bases.

* Insercoes: Adicao de uma ou mais bases ao DNA.
* Delecbes: Remoc¢ao de uma ou mais bases do DNA.

* Ambas podem causar uma mudanca de quadro de leitura (frameshift), alterando a
sequéncia de aminoacidos a partir do ponto da mutacgao.

13
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A figura 9 possui um resumo dos tipos de mutacao na sequéncia do DNA.

Figura 9 - Exemplos de mutacdo na sequéncia do DNA
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Fonte: Elaboracdo proépria.

Veremos, mais ao final do mdédulo, como essas mutacdes podem interferir nas questdes
de saude de um individuo.

Conhecer as estruturas dos genes e dos cromossomos favoreceu avangos para realizar
a avaliacao funcional molecular que garante melhores formas para realizar a medicina
personalizada, uma vez que auxilia no entendimento de mutac¢oes especificas que
contribuem para doencas genéticas.

Nesse sentido, vamos compreender como se realiza a analise dos cromossomos na pratica
clinica.

As analises cromossOmicas possuem a intencdo de avaliar a constituicdo cromossdmica
de uma pessoa, a fim de identificar a presenca de alguma alteracao. Chamamos essa
analise de cariétipo, uma vez que é uma técnica que permite a identificacao de possiveis
alteragdes do nimero de cromossomos e em sua estrutura.

14
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Esse exame é mais utilizado, portanto, para detectar as alteragdes cromossdmicas, sendo
indicado quando ha um quadro clinico sugestivo de uma cromossomopatia como:

1 - Restricao de crescimento intrauterino e pds-natal; 2 - Caracteristicas fenotipicas de
sindromes cromossdmicas; 3 - Casal com historico de aborto precoce de repeticdo ou de
infertilidade; 4 - Casos de natimorto ou morte neonatal; 5 - Genitalia atipica;

6 - Diagnostico pré-natal em casos de idade materna avancgada; 7 - Avaliacao de tumores;
8 - Esclarecimento de resultados nao muito bem definidos por outras técnicas de analise
cromossomica.

Para que a analise cromossOmica obtenha melhor identificacdo, é importante que os
cromossomos estejam bem compactados; por isso, as células analisadas estdo na fase de
metafase do ciclo celular.

Metafase

Cromossomos
=— == = 3linhados a placa
metafasica

A metafase € uma das fases da mitose da qual os cromossomos migram para
a regido equatorial da célula com seu maior nivel de compactacdo. Cada

cromossomo possui duas cromatides irmas que se prendem aos microtibulos

por meio de uma regiao denominada cinetécoro. O alinhamento correto

dos cromossomos e das cromatides irmas é extremamente necessario para
a correta distribuicdao do material genético para as células filhas. Esse plano
equatorial é chamado de placa metafasica e esta € a origem do nome dessa
fase do ciclo celular.

15
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O método mais utilizado para realizar o cariotipo € a cultura de linfécitos do sangue
periférico, mas pode ser com outras células e tecidos, como fibroblastos da pele e
células da medula 6ssea, em materiais como células fetais do liquido amnidtico ou do
sangue do cordao umbilical ou, ainda, de diferentes tecidos de material de aborto ou
de células tumorais. As etapas para realizar o exame estao descritas da figura 10.

Figura 10 - Etapas para realizacdo do Cariétipo em banda G para diferenciar cromossomos do mesmo tamanho e com
a mesma posicao de centromero. De acordo com o nivel de condensacao do DNA
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Fonte: Elaboracao propria.
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A analise do caridtipo realiza-se em microscopio, podendo ter auxilio de programas
computacionais para a organiza¢ao dos cromossomos e @ documentacao. Com o caridtipo,
podemos identificar as alteragdes cromossdmicas tanto numéricas quanto estruturais.

Veja um exemplo de cari6tipo sem nenhuma alteracdo identificada na figura 11, dividida
em figura 11 A —representa um cariétipo do sexo biolégico masculino — e em figura
11 B —representa um cariotipo do sexo bioldgico feminino.

Figura 11A - Cariétipo normal masculino: 46,XY Figura 11B- Cariétipo normal feminino: 46,XX
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Fonte: Elaboracao proépria.

O registro de um cariotipo é dado primeiro pelo nimero total de cromossomos, seguido
por virgula e pela especificacdo dos cromossomos sexuais. Assim, os cariotipos femininos
e masculinos normais sdo descritos, respectivamente, como 46, XX e 46, XY (como
relatado nas figuras 11A e 11B).

A presenca de alteracdes numéricas relaciona-se ao nimero de cromossomos que podem
estar em excesso ou em falta. No cariotipo, os cromossomos extras sao descritos apos o
sinal de "+", enquanto os em falta, apds o sinal de "-". Entdo, um resultado de cari6tipo
descrevendo 47, XY, +21 relata a trissomia do cromossomo 21 (hd um cromossomo 21 a

mais), em um individuo do sexo masculino (figura 12).

Figura 12 - Cariétipo com resultado de Trissomia do cromossomo 21 em um individuo do sexo masculino: 47, XY, +21
; = 2 — -
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Fonte: Elaboracao prépria.

17



Genoma Brasil

J& com relagao as questdes estruturais, podemos identificar a quebra, como as
delecOes e as translocacdes. Veja um exemplo esquematico das alteracdes estruturais
cromossémicas na figura 13.

N - BEEDEE A CITIEIE

Figura 13 - Alteracdes estruturais cromossémicas

Flofn)

G T 7 [e [0 === G- K [c[")
Q- BGEDES el o - - BNGEED

QEX T

Flafn)

o« B

N]o)

Translocacdo ¢ | b |E
L

Fonte: Elaboracao prépria.

Flafn)

L |m

N]o)

Alteracdes cromossdmicas estruturais também possuem suas especificacdes padronizadas

no cariétipo, devendo conter o total de nimeros de cromossomos, 0S Cromossomos

sexuais, a abreviatura entre parénteses do tipo de alteracdo estrutural, nimero do(s)

cromossomo(s) envolvido(s) na alteracao (ou a letra para X e Y) e a banda em que ocorreu

a quebra. A seguir, na tabela 1, temos a abreviatura dos principais tipos de alteracdes

estruturais, com exemplos de resultados de cariotipos.

Tabela 1 - Exemplos de alteragoes cromossdmicas estruturais com sua descricao e leitura

4 Tipo de alteracao

Exemplo de descricao

se liga ao mesmo
cromossomo, porém de
forma invertida)

cromossémica Abreviatura P Leitura
no cariotipo
estrutural
Individuo do sexo masculino,
com uma delecao no braco curto
Delecdo do cromossomo 5, com ponto de
(Quando hd uma perda de del 46,XY,del(5)(p13) quebra na banda 5p13, resultando
material cromossémico) na monossomia parcial da regido
terminal do brago curto do
cromossomo 5 até a banda 5p13.
Duplicacao Individuo do sexo feminino com
(Presenca de um uma duplicagdo no braco longo do
segmento extra no dup 46.XXdup(1)(q22q25) cromossomo 1 entre as bandas 1q22
Cromossomo) e 1g25.
Inversao
(Quando uma parte Individuo do sexo feminino com
do cromossomo se uma inversdo no cromossomo 9 com
fragmenta e, depois, inv 46, XX, inv(9)(p12q13)

ponto de quebra entre as bandas
9p12 e 9q13.

Translocacao
(Troca de partes entre os
Cromossomos)

.

46,XY,1(6;14)(p21;932)

Translocagdo entre 0s cromossomos
6 e 14 com pontos de quebra nas
bandas 6p21 e 14q32

J

Fonte: Elaboracdo propria.
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O Sistema Internacional de Nomenclatura em Citogenética Humana (ISCN) possui, como
norma, que os cromossomos sejam divididos em regides, banda e sub-bandas, de forma a
ser possivel o registro das altera¢des em sua estrutura. As bandas sao numeradas a partir
do centrdmero em dire¢do as extremidades dos bragos cromossdmicos. Veja, na figura 14,
a forma de leitura.

Figura 14 - Exemplo para a compreens3o de leitura do 2p25.3 - Brago curto do cromossomo 2,
regido 5, banda 5 sub-banda 3.

Telomero ——— 4 /N 2p25.3
Sub-banda 3
Braco curto | REGIRO2 3ub-bands 2 JIBANDASH
wpr Sub-banda 1
gua—aanca% A BANDA 4
ub-Danda
~ Centromero - 'REGIAO 1 Sub-banda 1 |
r Sub-banda 3
N SUbanda ] [ BANDAZ
= - ]
= 2b-panda >
& Sub-banda 1 _-
o f BANDA 1
= Braco longo
8 \\qll
O
Sentido da leitura:
L do centromero em
Teldmero ————— v direcdo ao telémero

Fonte: Elaboracao proépria.

Nesse sentido, se nos depararmos com a nomenclatura 1p31.2, sabemos que estamos nos
direcionando para o brago curto do cromossomo 1, na regido 3, banda 1 e sub-banda 2.

O cariotipo possui algumas limitagdes, uma vez que consegue avaliar alteracdes que
estdo abaixo do nivel de resolu¢do, ndo sendo possivel a identificagdao de microdelecdes
e microduplicagdes, por exemplo. Por isso, existem outros exames que podem auxiliar na
busca de alteracbes que justifiguem o quadro clinico a investigar. Em algumas situacdes,
€ necessaria a associacao de diferentes técnicas para uma melhor conclusao. Por isso,

€ muito importante o conhecimento das técnicas para que se faga possivel conduzir o
andamento da investigacdo diagndstica de forma adequada.
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Mosaicismo: condicdo em que um organismo apresenta duas
ou mais populacgées celulares geneticamente diferentes em seu
corpo. Isso pode ocorrer devido a mutagoes que acontecem apos a

fertilizacao, resultando em células que tém diferentes composicoes genéticas.

Quando ha a presenca de mosaicismo cromossdémico, ou seja, ha duas ou mais
linhagens celulares com cariétipos distintos, a representacao é feita com cada
linhagem separada por uma barra na diagonal e com o nimero de células
analisadas de cada linhagem entre colchetes. Portanto, um cari6tipo com a
descricdo 47, XY, +21[24] / 46, XY[16] indica uma trissomia do cromossomo
21 em mosaico, a partir de 40 células, sendo 16 delas com cariétipo normal.

Para esses casos de alteracoes, como microdelecdes e microduplicacdes, pode-se
realizar a técnica chamada de Hibridacdo in situ por Fluorescéncia (FISH). Essa técnica
molecular baseia-se na detec¢do de pequenos seguimentos de DNA ou RNA a partir
do uso de sondas especificas, marcadas com fluorescéncia, que pareara com as bases
complementares de uma sequéncia-alvo de DNA correspondente de um cromossomo
especifico.

Por isso, da-se o nome de hibridiza¢ao por fluorescéncia pelo fato de o pareamento
ocorrer com a presenc¢a de um marcador fluorescente.

Sondas: sao sequencias de nucleotideos complementares
desenvolvidos a partir de seguimentos conhecidos de DNA ou
RNA que se deseja identificar.

AIT|IGIC]IG|A
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A figura 15 mostra o processo de toda a técnica FISH. E importante ressaltar que, para

emprega-la, se faz necessario ter, previamente, a suspeita da regido de interesse em
investigacado.

Figura 15 - Processo da realizacao da Hibridacao in situ por Fluorescéncia (FISH)

i O
Il and
Coleta de ol de L . Adicao das sondas
sangue ' ) Fixagdo das celulas e > com marcadores
g g desnaturagéo ﬂ
pe riférico N uorescentes

i o o
WV A; *I v

Ligacdo complementar Identificagé@o e
de sonda marcadas com localizagdo da
moléculas fluorescentes sequencia alvo

(hibridizagé&o) de DNA ou RNA

v

Identifica alteragéo genética

Alta resolucéo
através da observacgéo da luz >

para a captura
e andlise das
imagens

emitida e o sistema captura o
comprimento de onde de luz

Fonte: Elaboracao propria.
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Para auxiliar a visualiza¢do de um resultado, a figura 16 mostra a diferenca de um
resultado do exame FISH normal e um outro com uma possivel dele¢do no brago longo
do cromossomo 22, o que configura o diagnoéstico de Sindrome DiGeorge
(imunodeficiéncia que provoca alteracdes na imunidade celular e ma formacdes faciais
e cardiacas; a causa desta sindrome € a delecao de um gene ou de um grupo de genes
localizados na regido 22q1).

Figura 16 - Analise pelo método FISH — Na imagem a esquerda, ha 2 pares de marcadores e, na
direita, apenas 1 par completo e um sozinho, indicando uma possivel delecao.

NORMAL 22q11.2 Del

Fonte: Elaboracao propria.

Outra técnica desenvolvida para evidenciar a falta, ou 0 excesso de material genémico,
€ 0 MLP - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, ou Amplificacao Multiplex
de Sonda Dependente de Ligacao. Essas altera¢oes, identificaveis nessa técnica, sao
conhecidas como grandes delecdes, amplificagdes ou inser¢des no gene com mais de
1.000 pares de base.

Quando realizamos a técnica do MLPA, podemos analisar regides especificas, sendo éxons
de um Unico gene, ou éxons de alguns genes associados a uma sindrome; nesse sentido, é
uma técnica solicitada na pratica clinica para pacientes com suspeita de alguma doenca j3a
conhecida.

Para que possamos chegar a um resultado, as etapas do MLPA sdo divididas em seis
principais partes, conhecidas como: 1 - Desnaturacdao do DNA da amostra; 2 -Hibridizacao;
3 - Ligacao; 4 - Amplificacao por PCR; 5 - Separacao de Fragmentos; 6- Analise.

A sindrome de DiGeorge, que provoca altera¢des na imunidade
celular e malformacgoes faciais e cardiacas, é causada por uma
delecdo da 22q11.
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A figura 17 exemplifica todo o processo da técnica.

Figura 17 - Processo de realizacao da técnica Amplificacao

Multiplex de Sonda Dependente de Ligacao (MLPA)

1

Desnaturagdo da \

amostra do DNA:
a fita dupla do DNA
se separa.

Genoma Brasil

Hibridizacao: adiciona na reacdo sondas de MLPA que possuem
sequencias alvos especificas de DNA.
A sonda de MLPA possui duas partes da fita simples de DNA: a

N

~

sonda com oligonucleotideo (sonda oligo) a direita e a esquerda.
A sequencia de hibridizacdo se liga a fita alvo da amostra de DNA.

Sonda oligo

5 \ esquerda

3
Sonda oligo
direita

Sequéncia alvo (esquerda)

> Sequéncia de hibridizacdo Sequéncia de hibridizacdo

(direita)

para que que se liga nas sondas oligo da direita e da

Ligacao: Nessa etapa ha a adi¢do de Ligase na reacao
esquerda para que possam ser unidas.

Amplificacdo por PCR:
Adicao de solucdo para
PCR com sondas
fluorescentes.

O produto de
amplificacdo (varias
cépias do DNA) possui
uma fluorescéncia
incorporada.

3 5'

5 Sonda oligo Sonda oligo 3
\ esquerda direita
«  Sondat(oepp) S « Sonda 2 (303pb) /

separados para que posso ocorrer a leitura por

Separacao dos fragmentos: os fragmentos sdo
eletroforese e analise.

de preenchimento, os produtos de amplificacdo de
diferentes sondas MLPA podem ser separados,

Isso permite o uso de até 50 sondas em uma Unica

reacao MLPA. Quantidades relativas de produtos de

amplificacdo de sonda, em comparagdo com uma
amostra de DNA de referéncia, refletem o nimero

K relativo de copias das sequéncias-alvo.

Devido aos diferentes comprimentos das sequéncias

identificados e quantificados por eletroforese capilar.

6

Analise do Resultado (feita em software): através da \
comparacao é possivel identificar onde ha a presenca

de mutacado.
Amostra do paciente Amostra referéncia (Estimado)

Fluorescéncia

Sondas separadas pelo comprimento

Fonte: Elaboracao prépria.
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Os avancos da tecnologia permitiram a
elaboracgao da técnica conhecida como
Hibridizacdo Genémica Comparativa

(CGH-Array), que permite investigar, 4 ~N
s s I
sequéncias gendmicas para a deteccao Sal ba mais:

de ganhos (duplicagdes) e/ou de perdas Método de extracdo do DNA
(delecdes) de segmentos cromossdmicos de uma amostra

(maiores que 100kb) que ndo sdo
visualizados no exame de cariotipo.

simultaneamente, milhares de

De forma resumida, o experimento consiste o
na hibridiza¢do do material do paciente A

nos chips de array e, por intensidade do

Lise das
] A ; DNA da amostra membranas para
sinal fluorescente, é capaz de determinar B acessar o DNA

as alteracdes de forma quantitativa.
Existem diversas plataformas de array

disponiveis, a plataforma CGH array sera Wﬁ
a que vamos discutir a seguir, pois é uma
. o i i _ Purificacdo do 3 Preciptacdo do
das mais utilizadas para a investigacao DNA (remogdo %] DNA cometanol
A _ de componentes Q;g
cromossémica de alta resolugao. celulares)
O CGH array constitui uma técnica que, l

como todas as outras, possui etapas
Reidrata o DNA

especificas para que se obtenha o para armazenar
em temperatura
resultado da melhor forma. O exame de 20°C

comeca quando, apds a coleta do material
bioldgico do paciente (amostra de \_ )
sangue, saliva, vilosidades coridnicas,

liguido amnidtico ou outras células ou
tecidos), é realizada a extracdao do DNA.
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A mesma quantidade de DNA do paciente e a de um DNA de referéncia (controle) sdo,
entdo, marcadas com diferentes fluor6foros. Eles sao misturados e desnaturados de
fita dupla para fita simples. Na proxima etapa, eles sao hibridizados em um chip com
fragmentos de DNA imobilizados (sondas). Essas sondas cobrem o genoma humano
da maneira mais uniforme possivel e podem ser personalizadas de acordo com as
necessidades da analise.

Os fragmentos de DNA do paciente e do controle competem pela hibridizacao com as
sequéncias complementares nas sondas de matriz. Um scanner a laser de alta resolugao
é, entdo, usado para capturar e quantificar a intensidade do sinal fluorescente de cada
cor que hibridizou para cada sonda. Finalmente, a relacdo entre a intensidade do sinal
fluorescente no DNA do paciente e o DNA de referéncia é calculada para cada sonda do
array, obtendo informacdes sobre o nimero relativo de copias de sequéncias no genoma
do paciente em comparac¢ao ao genoma de referéncia.

Toda a informacdo obtida é interpretada por um software de analise que permite atribuir
os dados a respetiva regido cromossémica e representa-los (Figura 17).

Figura 18 - Etapas do CGH array

DNA controle DNA paciente
marcado com marcado com
fluorescéncia fluorescéncia

Aplicacdo das duas
amostras na placa

de microarray Os sinais
fluorescentes sdo

© ® lidos pelo scanner

© microarray
] ‘w
Hibridizacao nas Os .dados sdo
placa de microarray Perda de DNA analisados pelo
software especifico

gerando os resultados

Ganho de DNA N Oy J
\_/‘ Dele¢do de 10MB

N3o alterado no braco longo do
cromossomo 5.
Fonte: Elaboragdo propria.
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Agora que aprendemos as técnicas mais utilizadas para a avaliagdo dos cromossomos,

vamos compreender quais técnicas se usam para avaliar os genes. O topico a seguir nos

apresentarad novas técnicas moleculares para mais uma forma de avaliar nosso material

genético.
(
a a
Saiba mais!
Esta tabela apresenta as principais
unidades de medida usadas na
analise cromossdmica
/
Unidade de medida | Abreviatura Descricao Aplicacao
Unidade bascia de
informag3o genética, Utilizada para medir a extensdo
Base Par bp representando duas de sequéncias de DNA
bases nucleotidicas 9 '
emparelhadas no DNA.
. Equivale a 1.000 pares Usada para descrever a localizacao
Kilobase kb de bases (1.000 bp) de genes e sequéncias em genomas.
Equivale a 1.000.000 Usada em analises de grandes
Megabase Mb pares de bases (1.000 - . grande:
kb) regides gendmicas e cromossomicas.
Equivale a usada em sequenciamento
Gigabase Gb 1.000.000.000 pares de que .
bases (1.000 Mb) de genomas interiros.
Unidade que mede
a distancia genética Utilizada em estudos de
Centimorgan cM entre genes com base mapeamento genético
na frequéncia de e genética de populagdes.
\ recombinacao.
\-

26




Genoma Brasil

2. Genomica e Técnicas
de Sequenciamento

Para realizar a avaliacao dos genes, faz-se necessaria a leitura da sequéncia do DNA

para determinar sua sequéncia de nucleotideos. Esse processo de leitura é chamado de
sequenciamento do DNA. Mas, antes de aprendermos as técnicas de sequenciamento, é
muito importante comecarmos a compreender uma técnica basica da biologia molecular,
utilizada no processo de sequenciamento. Essa técnica é conhecida como PCR.

A PCR (reagdo em cadeia da polimerase), uma técnica da biologia molecular, é utilizada
para amplificar (formar varias cdpias) pequenas regioes do DNA. Essas regides devem ser
conhecidas, uma vez que se faz necessario um par de primers para sua amplificacao.

Saiba mais!

PRIMERS: s3o sequéncias Unicas de nucleotideos capazes de se anelar as suas
sequéncias alvo de DNA durante a PCR.

Os primers sao desenhados baseando-se no cddigo genético (DNA molde) da espécie
que se deseja estudar.

Regido a ser copiada
\ \
TATCAGATCCATGGAGT...GAGTACTAGTCCTATGAGT

DNA-molde 't v v r o n o r L O e
ATAGTCTAGGTACCTCA...CTCATGATCAGGATACTCA
TATCAGATCCATGGAGT...GAGTACTAGTCCTATGAGT

[ e e e O B
<GATCAGGATACT Primer 2
Primer 1 CAGATCCATGG
N A
ATAGTCTAGGTACCTCA...CTCATGATCAGGATACTCA
Fonte: Elaboracao proépria.
- J
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Com a PCR, é possivel, portanto, que uma sequéncia de DNA se amplifique muitas vezes,
produzindo nimero de cépias suficientes de DNA para serem analisadas em outras
técnicas e também para testes diagndsticos.

E importante destacar que existem componentes importantes que se devem adicionar

na reacao para que tudo ocorra de forma adequada. Os componentes dessa reacao estao
descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Componentes necessarios para a realizacao da PCR*

4 - Ilustracao N
Componentes Funcao .
esquematica
&' ¥
DNA molde Contém a sequéncia a ser amplificada. ::II ”“""'":
¥ 5
Pri Sequéncias especificas para anelar na *
rimers A . Primers
sequéncia do DNA molde. Y
dNTPs Bases (A, T, C, G) para complementar a S
sequéncia da fita de DNA. F i

. Enzima para realizar o processo de adicionar
Taq polimerase g

as bases nitrogenadas.

v

Solugao com a capacidade de atenuar
Buffer (tampao) a variagdo dos valores de potencial
hidrogenidnico (pH).

Tubo de PCR Armazena todo o mix da reacao.

Equipamento que automatiza o processo de
Termociclador amplificacdo de uma sequéncia especifica de
DNA a partir de uma pequena amostra.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Todo o processo possui trés principais etapas nominadas de desnaturacao, anelamento
e extensado. A seguir, na figura 19, serd possivel evidenciar todos os passos dessa técnica

com as respectivas explicagoes.

Figura 19 - Etapas da PCR

Desnarlturagao: 0 processo NI O
através do qual a dupla fita de

DNA se desenrola e separa-se em

duas cadeias simples.

Geralmente acontece em LALLL AR
temperaturas proxima a 95°C.

Anelamento: a reacao diminui a
sua temperatura e os primers
conseguem se ligar as suas
sequéncias complementares no
DNA molde de fita simples.

Ilml;l‘l

444

¥
ae
T amnun
R [T
3 A » 5
|
Extensao: a temperatura da
reacao volta a se elevar para que
% a Taq polimerase estenda os
5 ‘3 3 primers, adicionando as bases

nitrogenadas, sintetizando novas
Y fitas de DNA.

Fonte: Elaboracao proépria.

Figura 20 - Esquema de repeticao dos ciclos
da PCR para a amplificacdo do DNA

] 3 A Segundo ciclo.  Terceiro ciclo. n ciclo.
A finalizacdo dessas trés etapas, pela e
primeira vez, é chamada de primeiro Bty L*—“"W
ciclo. Realizam-se varios ciclos para que o
. . . J” L T
it
processo se repita, assim, se faz possivel R 4411 L . oo
a obtencdo de muitas copias do DNA. m“"" ~ s
- W 4_“‘" ~2" copies
Podemos ver esse processo na figura 20. S | r— o

J" L T
W DAL

T T
EEED bbbl §

Fonte: Elaboracdo propria.
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Conhecendo a técnica da PCR, podemos seguir adiante para discutirmos sobre o
sequenciamento do DNA. Essa técnica tem, como objetivo, determinar a sequéncia de
nucleotideos (Adenina, Guanina, Citosina e Timina) de regides especificas ja conhecidas.

O primeiro sequenciamento de um genoma completo foi publicado em 1977 pelo duplo
ganhador do Prémio Nobel de Quimica Frederick Sanger. Isso foi possivel gracas aos
avancos continuos nas areas da bioquimica e da genética molecular, mas também em
outras areas, como a nanotecnologia e a computacao.

Nesse procedimento, tudo se inicia com a realizagao de uma PCR para que a amostra seja
amplificada. De forma sintetizada, o Sequenciamento de Sanger, portanto, se inicia apo6s
termos os fragmentos de diversos tamanhos diferentes do DNA que se deseja sequenciar,
advindos da PCR. Ao final de cada fragmento, adiciona-se uma marcacao fluorescente com
a coloracgdo especifica de cada base nitrogenada. Os nucleotideos vao sendo inseridos,
até que, em determinado momento, cada base nitrogenada possui uma fluorescéncia
diferente, para que se distingam na leitura do resultado.

Ap6s essa etapa, o material passa ao sequenciador, para que se separem os fragmentos
por capilaridade em eletroforese. Os menores conseguem passar pela eletroforese mais
facilmente e vao montando a sequéncia, até chegar aos fragmentos maiores. Dessa
forma, cada fragmento é excitado com um laser e ha a detec¢do dos fragmentos através
da leitura de cores da fluorescéncia emitida. A figura 21 mostra um esquema de todo o
processo de Sequenciamento Sanger.

Figura 21 - Técnica por Sequenciamento Sanger

PCR com cadeia Separacao capilar por Excitacdo por laser
terminal fluorescente tamanho por gel de e deteccao pelo

(ddNTP) eletroforese sequenciador
3" Fragmentos B
|« mEE maiores G . G
[ ooE A A
—c ans c c
T BIE T T
- *SiScc === G G
A A A
pCUIE GO 6

L RPN 4 _EL. 288 A A
[ Gp.ﬁ'g woi6 Za G G
—c erce '}3 Hag c c
= T T T
B Mistura de dNTPs e - ..== Fragmentos

ddNTP. d ! menores N - G
T s marcados on ¥ e =
T com fluorescéncia -_ T _- d i =
, . . 5

5 Oligonucleotideos com Feixe de laser Fotomultiplicador -
marcacdo fluorescente Informagao do
Sequencia original do cromatograma

DNA (Amplificagado por
PCR e desnaturagao)
Fonte: Adaptado de learn.biorender.com

30



Genoma Brasil

Como pudemos evidenciar na figura 13, o resultado é o sequenciamento de cada base
formando um pico com sua respectiva cor e a sequéncia do material genético, a partir da

qual é possivel identificar variantes, pequenas insercoes ou dele¢des pontuais.
Na figura 14, temos um exemplo de eletroferograma evidenciando uma variante.

Figura 22 - Eletroferograma resultante do sequenciamento Sanger

1. L] 1 5.1 ]
[= L) ['= [ =

400
T T a & a T &

.'||
¢
A Ill)ll'.
{111

lr*. AT v
U VYY

Eletroferograma
sem alteragdo

(§2 o |
c A G ETTTY L

AT T & 8 €

Eletroferograma com
alteragdo tendo uma
troca da base Adenina
pela Guanina

Fonte: Elaboracao proépria.

Embora ainda seja eficaz para a detec¢ao
de mutacoes, existem algumas limitacdes
no sequenciamento Sanger, que fizeram as
tecnologias novas serem mais utilizadas,
como o NGS — Sequenciamento de

Nova Geragdao —, o qual permite o
sequenciamento mais rapido e em larga
escala do DNA.

Existem diferentes protocolos para realizar
o NGS, mas, de forma geral,

para entendermos como € possivel
sequenciar, simultaneamente, muitos
pares de base, vamos explicar as etapas
para comparar a diferenca do NGS para o
sequenciamento Sanger.

Assim como no sequenciamento Sanger,
o primeiro momento inicia-se coletando
a amostra que interessa sequenciar e

realizando a extracao do DNA. Dependendo

de cada empresa, ocorre a necessidade de
uma quantidade de DNA extraido,

ndo podendo ter nem menos, nem mais,
para que o procedimento aconteca da
forma adequada.

Outra etapa importante é a preparacao
da biblioteca, de fato, a preparacao da
amostra para que seja sequenciada

com todos os adaptadores necessarios.
O sequenciamento, de fato, a leitura

do material genético, realiza-se pelo
sequenciador e, entdo, pode-se realizar a
analise dos dados gerados. O preparo da
biblioteca e a técnica de sequenciamento
NGS dependem de protocolos diferentes
existentes no mercado.

Devido a quantidade de dados gerados,
toda a analise dos resultados é feita por
profissionais de conhecimento amplo
em bioinformatica.
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Figura 23: Processo de realizacao do NGS
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Fonte: Elaboracao propria.

Com a evolugdo da técnica do NGS, conseguimos, hoje, sequenciar o exoma (Whole
Exoma Sequence — WES), ou o genoma (Whole Genoma Sequence — WGS), dependendo
da necessidade das informacdes que se desejam obter. De forma exemplificada, WES é o
sequenciamento do exoma completo (regides codificantes), sendo possivel analisar, em
média, cento e oitenta mil éxons a fim de buscar as variantes que se podem relacionar
com o fendtipo patologico de um individuo.

Nao se faz necessario selecionar genes alvos uma vez que, com essa formula de andlise,
é possivel ter o sequenciamento de quase todos os vinte mil genes, contribuindo para o
diagnostico de doencas que, ainda, nao tém uma hipotese diagnostica bem definida, ou
por quadros inespecificos, que necessitem a busca de genes diferentes dos que existem
em painéis comumente utilizados.

Com relagcao ao WGS, trata-se de uma técnica laboratorial na qual se obtém todas as
regides, codificantes e ndo codificantes, do genoma. Ele fornece um mapa completo e
abrangente da composicao genética de uma pessoa e permite que seja realizada uma
analise extensa de todos os genes. O sequenciamento do genoma completo é uma
tecnologia de teste genético que obtém dados abrangentes sobre cada gene.
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A tabela 3 aponta algumas comparac¢des entre o Sequenciamento Sanger e o NGS.

Tabela 3 - Comparacao entre o método de Sequenciamento Sanger e o NGS

Sanger NGS h
Custo mais baixo comparado com os demais Custo mais elevado
Metodologia utilizada em variantes pontuais, | Metodologia utilizada em estudos de larga
regioes conhecidas e estabelecidas escala: WGS ou WES
Sem problemas de armazenamento de dados Grande nimero de dados gerados:
problema de armazenamento
Analise simples, contando apenas com Profissional qualificado para
sequéncia e referéncia analise dos dados )

Fonte: Elaboracao propria.

E importante lembrar que ndo ha
superioridade entre uma técnica ou outra,
uma vez que a escolha pela técnica se faz
de acordo com a resposta que se busca.
Muitos laboratorios utilizam a técnica

de Sanger para confirmar resultados de
mutacao pontual obtidos no NGS.

Mais do que compreender 0 processo

de analise, importa muito saber como

os resultados sao gerados e, assim, ter a
capacidade de realizar a interpretacao
correta deles para que condutas clinicas,
por exemplo, sejam realizadas de forma
coerente, sem causar prejuizo ao paciente e
a seus familiares.

Essa é a inten¢dao da medicina gendmica,
gerar conhecimento sobre o0 genoma
humano para entender, diagnosticar,
prevenir e tratar doencas de forma mais
precisa e personalizada. Com o crescente
avanco das tecnologias de analise do
material genético, a medicina gendmica
permite que profissionais da saude avaliem
as predisposicoes genéticas de cada

paciente, identificando varia¢des genéticas
que podem influenciar tanto o risco de
desenvolvimento de doencas quanto a
resposta a diferentes tratamentos.

Nesse sentido, um resultado de qualquer
técnica molecular traz informacgdes valiosas
para relacionar com o fenétipo presente

no individuo e em sua familia. Mas essas
informacdes vém descritas de forma
especifica, com linguagem cientifica e
padronizada. Como vimos anteriormente, o
cariotipo, por exemplo, possui uma forma
especifica de representar a presenca de
alguma alteragdo nos cromossomos.

A analise da sequéncia do DNA, também,
possui formas padronizadas para descrever
a presenca de mutacao, chamadas
variantes. As classificacdes de variantes
podem ser patogénicas, benignas ou

de significado clinico desconhecido.

A seguir, vamos discutir o processo de
analise das variantes genéticas para que a
compreensao dos resultados advindos das
técnicas moleculares seja adequada.
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3. Variantes Genéticas na pratica

Com o montante de informacgdes advindos do NGS, os bioinformatas utilizam algoritmos
para tentar explorar e compreender melhor as informag¢des do material genético. Para
organizar todas essas informacodes, a analise in silico € uma area da ciéncia que utiliza as
ferramentas computacionais as quais conseguem, por meio do uso de banco de dados,
classificar os dados obtidos.

As variantes identificadas sdo classificadas de acordo com as diretrizes estabelecidas
pelo Colégio Americano de Genética Médica (ACMQ). Essas diretrizes possuem 28
critérios diferentes aos quais sdo atribuidos diferentes pesos, em funcao das evidéncias
disponiveis sobre a variante em questao.

Variante genética: sdo alteracdes observadas na

comparagdo de uma mesma regido entre dois genomas.

A variante é resultado de uma variagao genética, um

processo natural pelo qual os individuos se diferem, é o

que nos tornam seres Unicos do ponto de vista genético. O que é importante

saber é se as variantes causam ou nao implicacdes na saude.

Os critérios estabelecidos pela ACMG permitem avaliar a significancia clinica, descrita
por cinco classes: Classe 1 - Variante benigna; Classe 2 - Variante provavelmente benigna;
Classe 3 - Variante de significado incerto; Classe 4- Variante provavelmente patogénica;
Classe 5- Variante patogénica (Harrison et al, 2019).
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Na tabela 4, as cinco classificagoes estao expostas com seus respectivos significados,

auxiliando no entendimento delas.

Tabela 4 - Classificacdo das variantes e suas implicacoes
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: Classe Classificacao Implicacao
da Variante pricag
. Ndo geram, ou ndo aumentam, o risco do desenvolvimento de
1 Benigna
doencas.
. N3o é esperado que ocasionem, ou que aumentem, o risco do
2 Provavelmente benigha .
desenvolvimento de doencas.
3 Significado desconhecido Informago?s dlspomvel_s nao sao suﬁfle_ntes para que a
classificagdo como benigna ou patogénica seja feita.
4 Provavelmente Alta probabilidade (90%) no desenvolvimento, ou no aumento, da
patogénica susceptibilidade de desenvolvimento de doengas.
. Associadas diretamente ao desenvolvimento ou ao aumento da
5 Patogénica o .
L susceptibilidade de desenvolvimento de doencas.

Fonte: Elaboracao proépria.

A classificagao de patogénica para a variante é realizada através dos niveis de evidéncia

que ela possui, considerando-se os dados populacionais, se ela ja foi descrita em banco

de dados, se ja se realizaram tanto a analise in silico quanto os ensaios funcionais em

laboratorios. Além disso, os niveis de evidéncia relacionados a analise de segregacao, ou

se foi reportado caso de mutagao de novo, como também outros dados que possam estar

presentes na literatura.

Saiba mais!

Uma mutacao de novo é uma alteracdo genética que ocorre pela primeira vez em um
individuo e nao foi herdada de nenhum dos pais.

Essas mutagdes podem surgir espontaneamente durante a formagao dos gametas
(6vulos ou espermatozoides) dos pais ou durante o desenvolvimento embrionario do
individuo.

A analise de segregacdo € um método utilizado para entender como uma mutacgao
ou variante genética é transmitida dentro de uma familia ao longo das geracoes.
Essa analise ajuda a determinar se uma condi¢do genética esta segregando de forma
dominante, recessiva, ligada ao X, entre outros padroes de heranca (veja no material
complementar os padrdes de herancga).
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Entender a classificacdo das variantes permite discutir,
de forma adequada, os dados, relacionando-os com a
histéria pessoal e familiar, favorecendo a realizacdo de
um aconselhamento genético (conceito que sera visto
no moédulo 6) de forma clara e coerente frente aos
conceitos moleculares e as condutas da pratica clinica.

Agora que sabemos que as variantes encontradas
possuem uma classificagao, podemos discutir quais as
variantes e as implica¢des do ponto de vista molecular
que podem, ou ndo, causar as alteracdes fenotipicas.

Tipos de Variantes

Variante de nucleotideo Gnico
(SNV - Single nucleotide variants)

Variante de um nucleotideo Unico quer dizer que ha
alteracao de um unico nucleotideo na sequéncia do
DNA, ocorrendo a troca de um nucleotideo por outro.
Quando ocorre uma SNV em uma regido codificante
(nos éxons) do gene, diferentes variantes podem
acontecer, resultando em consequéncias diversas na
proteina codificada.

Quando acontece uma substituicao de nucleotideos
que ndo resulta em uma mudanga no aminoacido,
chamamos de variante sinbnima ou silenciosa. Isso
pode acontecer uma vez que varios codons codificam
0 mesmo aminoacido e, assim, a proteina é codificada,
ndo perdendo a sua funcdo. Porém, se a substituicao
de nucleotideos resulta na substituicao de aminoacido,

podemos ter, como resultado, uma variante patogénica,
dependendo do efeito que essa substituicdo cause

na funcdo e na estrutura da proteina. Nesse caso,
chamamos de variante missense ou ndo sindnima.

Em algumas situacdes, a substituicdo de nucleotideos
pode gerar um codon de parada, levando ao término

prematuro da sintese proteica e resultando em
uma proteina provavelmente ndo funcional. Nessas
circunstancias, essas variantes sao denominadas
nonsense ou variantes de ganho de parada.
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A seguir, podemos evidenciar, na tabela 5, trés formas dessas variantes.

Tabela 5 - Tipos de Variantes de nucleotideo Gnico e suas consequéncias*

4 A )
Sequer1c1a.de DNA Variante sindbnima | Variante missense | Variante nonsense ou de
referéncia sem - - o e~
. ou silenciosa ou ndo sindnima ganho de parada
variante
Lisina Lisina Arginina Término da Proteina
Proteina
codificada % % ‘ig‘g \/L

- J

Fonte: Elaboracao propria.

Polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP)

Os SNPs sdo a alteracao de um unico
nucleotideo na sequéncia do DNA e
encontram-se em, pelo menos, 1% da
populacdo, constituindo a forma mais
comum de variagdes genéticas nos
humanos.

Um individuo possui, aproximadamente, de
4 a 5 milhdes de SNPs em seu genoma e,
dependendo em qual regido, um SNP pode
acarretar consequéncias. Todavia sabe-

se que a grande maioria dos SNPs pode
justificar como o organismo funciona, pode
associar-se a doengas e, até mesmo, ser
marcadores de melhores progndsticos em
algumas situacdes (Lopes, 2021).

Variantes Indels

As variantes Indels sdao as delecoes e
as insercOes de bases consecutivas na

sequéncia do DNA. As variantes do tipo
Indels s3o, depois dos SNPs, as mais
frequentes no genoma humano.

Quando essas variantes ocorrem dentro
das regides codificantes, podem causar
modificacdes na proteina e podem ser
de dois tipos: as variantes com mudanca
no quadro de leitura (frameshift) e as
sem mudanga no quadro de leitura (ndo
frameshift).

As variantes frameshift ocorrem quando

ha a insercao ou a delecao de um numero
de nucleotideos que nao é multiplo de
trés, afetando a leitura do cédigo genético.
Isso pode resultar na inclusao de um stop
cédon (sinal de parada) ou formar um
alongamento da proteina. Ja quanto as
variantes indels do tipo nao frameshift,
ocorrem quando ha a inser¢do ou a delecao
de nucleotideos multiplos de trés pares de
base, resultando na insercao ou na dele¢ao
de um ou mais aminoacidos, mantendo a
sequéncia da proteina inalterada.
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Variacao do nimero de copias
(CNV - Copy number variation)

As CNVs sao segmentos gendmicos
maiores que 50pb que diferem em
numeros de copias e se caracterizam
por duplica¢des (ganho de material
gendmico) ou delecdes (diminuicdo de
material gendmico) (Zarrei et al, 2015).

Tabela 6: Indicadores da sequéncia referéncia

Essas variacdes de nimero de copias no material genémico

ossuem implicagdes, dependendo da 4 )

P - p_ s P Local Indicador
regido envolvida, podendo representar
variantes benignas ou estar associadas Para uma sequéncia de c

. . DNA codificadora (gene) '
a doencas mais complexas. Por isso
é fundamental a relagdo fendtipo e Para uma sequéncia de g
genotipo para a melhor compreensao. referéncia genomica linear

. ~ Para uma sequéncia de
Assim como as alteracdes . . m.
o s o DNA mitocondrial
cromossémicas, a descri¢cao dos
. . Para uma sequéncia de
achados do sequenciamento se realiza - . n.
_ DNA ndo codificante
de forma padronizada e especifica.
Para uma sequéncia

A descricao, sempre, traz a localizacao e a de referéncia de RNA r.
consequéncia da alteracdo. Por exemplo, (transcrigao)
ao escrever c.1595G>A (prSSBZTyr), Para uma sequéncia de o
podemos entender que houve uma \ proteina '
substituicao da base Guanina por Adenina, Fonte: Elaboracdo prépria.

no DNA ("c.” indica regido de DNA) na
regido 1595 (localizacdo), resultando na
substituicao dos aminoacidos, de uma
Cisteina (Cys) por uma Tirosina (Tyr).

Na tabela 6, expdem-se os simbolos
que podem ser encontrados com
maior frequéncia em resultados

de sequenciamento.
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Também existem cddigos para determinar as alteracdes causadas nas variantes, como
substituicdo, designada por >, ou delecdo, designada por del. Na tabela 7, podem-se
verificar os codigos utilizados com mais frequéncia e seus respectivos significados.

Tabela 7: Alteracao identificada no sequenciamento e sua representacao simbélica para a descricao.

4 Alteracao Simbolo Explicacao A
co = Utilizado para indicar substituicdo.
Substituigao (bases) - Exemplo: g.12345A>T substituicdo de um A por T.
Intervalo ) Indica um intervalo entre posicoes.
Exemplo: g.12345_12678del
Mais de uma
alteracdo em um ; Utilizada para separar variantes e alelos.
alelo
Diferentes , Utilizada para separar diferentes transcritos/proteinas
transcritos sintetizados a partir de um alelo.
Mosaicismo / Indica mosaicismo.
Incerteza 5 Indica incerteza na posicao do nucleotideo ou aminoacido;
’ Exemplo: g(?_234567)_(345678_7)del
Sindnimo = Indica variante silenciosa; Exemplo p.Fen344=
Usado para numerar a posicao de um nucleotideo em relacao
- a outro. Nucleotideos na extremidade 5 de um intron sao
Posicao de um - s .
p + numerados em relagdo ao Ultimo nucleotideo do exon
nucleotideo . . won .
diretamente a montante, seguido por um “+" (mais) e sua
posicdo no intron. Exemplo: c.123+45A>G
Nucleotideos na extremidade 3 de um intron sdo numerados em
- relacdo ao primeiro nucleotideo do éxon diretamente a jusante,
Posicao de um .
p - seguido por
nucleotideo w o - .
um "-" e sua posicdo fora do intron.
Exemplo: c.124-56C>T
Incertezas () Usados para indicar incertezas e predicdes
Indica alelos, que inclui multiplas sequéncias inseridas em uma
Alelo [] .. ~ . o
posicdo e insercdes de uma segunda sequéncia de referéncia.
Delecao del Indica uma delecdo; Exemplo: c.356_369del
Duplicacao dup Indica uma duplicacao; Exemplo: c.49dupA
Insercao ins Indica uma inser¢do; Exemplo: ¢.39_40insG
Inversao inv Indica uma inversao; Exemplo: ¢.76_83inv
Stop codon Indica um cédon de terminacdo de traducado.
P Exemplo ¢.*43C>T ou p.Trp4l*
Frameshift Fs Indica um frameshift, Exemplo: p.Arg456GlyfsTerl7
\_ Metilacao Met Indica uma metilagao )

Fonte: Elaboracao prépria.
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4. Anslise das “Omicas”

Até o momento, aprendemos sobre a gendmica, cujo objetivo é identificar genes
especificos, variantes genéticas e mutagoes associadas a caracteristicas ou doencas.
Mas existem outras analises "6micas” com a intencao de estudar, de forma abrangente e
integrada, os diferentes niveis biolégicos e as moléculas dentro de sistemas biologicos
complexos, como organismos ou populagdes.

f
Saiba mais!
O termo "6mica” deriva do sufixo "-oma"“, que se refere a um conjunto completo de
moléculas, como o genoma (todo o material genético de um organismo).

-

As técnicas 6micas tém-se tornado fundamentais em biologia e medicina para entender

a complexidade bioldgica e para aplicar esses conhecimentos em diagnosticos, em
tratamentos e em estudos de doencas. Além da gendmica, as analises do transcriptoma
conseguem avaliar moléculas de RNA mensageiro (mRNA) em uma célula, em determinado
momento, com o objetivo de entender a regulacao da expressao génica e como 0s genes
sdo ativados ou desativados em diferentes condicoes.

Outras analises que podemos citar sdo a protedmica que compreende todas as proteinas
expressas em uma célula, ou organismo, podendo determinar a expressao das proteinas,
e a metabolémica que tem o foco nos metabdlitos (pequenas moléculas) presentes em
uma célula, tecido ou organismo, ajudando a entender os processos bioquimicos e as vias
metabdlicas, fornecendo uma visdo detalhada do estado fisiologico.

Vimos, no Modulo 1, alguns conceitos de epigenética, que também esta presente nas
analises das "6micas”, sendo chamada de epigenémica. O objetivo desses estudos

€ avaliar as modificacoes epigenéticas, como metilacdo do DNA e modificacbes de
histonas, que regulam a expressao génica sem alterar a sequéncia de DNA. As alteracdes
epigenéticas sdao importantes na regulacao da expressao génica e estdo associadas a
diversas doencas.

Na pratica clinica, a importancia dessas analises esta presente em diversas situacoes
que auxiliam na visdo integrada e global dos processos biologicos, indo além da analise
isolada de um gene ou de uma proteina.
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Importancia das analises 6micas

A principal importancia das andlises 6micas

€ proporcionar uma visao integrada e

global dos processos biolégicos, indo além

da analise isolada de um gene ou de uma

proteina. Isso permite:

Identificacao de biomarcadores: Auxilia
na identificacdo de biomarcadores para
o diagndstico precoce, o prognoéstico

e 0 monitoramento de doencas, como
cancer, doencas cardiovasculares e
doencas neurodegenerativas.

Medicina de precisao: Personaliza
tratamentos com base no perfil
molecular do paciente, permitindo
abordagens mais eficazes e com menos
efeitos colaterais.

Descoberta de novas terapias: Facilita a
descoberta de novas vias de tratamento
ao revelar interagoes entre diferentes
niveis de moléculas, como interacdes
entre genes, proteinas e metabolitos.

Estudos de doencas complexas:
Fornece uma abordagem abrangente
para entender doencas multifatoriais,
como o cancer, e doencas autoimunes,
que envolvem multiplos genes e vias
bioldgicas.

Aintegracao de dados das diferentes
dmicas possibilita uma analise sistémica
e global da saude e das doencas,
promovendo avangos na pesquisa
cientifica e na pratica clinica.
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5. Aplicacao
clinica da Genética
e da Gendmica -
Testes genéticos e
tratamentos

Como ja aprendemos os conceitos basicos
de genética e as técnicas moleculares
para a avaliacdao do material genético,
podemos compreender como todo esse
conhecimento pode auxiliar na pratica
clinica dos profissionais de saude para
realizar orientacdes quanto a questdes de
hereditariedade na familia, quanto a a¢oes
de prevencado e a praticas de tratamento
mais personalizadas.

O desenvolvimento das técnicas
moleculares, como vimos anteriormente,
permitiu, portanto, a realizacdo dos testes
genéticos. O teste genético (TG) tem, como
definicdo classica, feita por Holtzman &
Watson em 1997, a analise do DNA, do
RNA, dos cromossomos, das proteinas e
de certos metabdlitos, com a intencao

de detectar condicOes herdaveis para
finalidades clinicas de acompanhamento
de individuos e de familias. De forma mais
especifica, essa analise visa a identificar
quais sao as alteragdes na sequéncia do
DNA ou na estrutura cromossémica. Além
disso, é possivel realizar a analise de RNA
como resultado da expressao génica, ou por
meio de andlise bioquimica, para medir a
producao especifica de proteinas.

Na pratica clinica, podemos destacar,
portanto, que a utilizacdo do TG permite
diagnosticar doencas de recém-nascidos,
criancas ou adultos, prever riscos para
condicdes especificas ou obter informacoes
que podem ser usadas para personalizar
tratamentos. Além disso, também pode
ser usado para determinar a filiacao
biolégica de uma crianca por meio de
teste de paternidade de DNA, para
prever, amplamente, a ascendéncia de um
individuo e, também, na pratica forense.

Na atualidade, o recurso do TG encontra-
se, cada vez mais, frequente, dado o
grande desenvolvimento de pesquisas da
relacao fendtipo e genoétipo e, também,

a diminuicdo de custos. Nao somente
individuos acometidos por patologias
buscam a resposta com o uso do teste
genético, mas também individuos saudaveis
que buscam como realizar atitudes
preventivas personalizadas, a partir do
conhecimento de suas informagoes
moleculares.

O grande ndmero de informacdes que se
podem obter a partir do teste genético
abre espacos para novas discussdes desde
0s aspectos preventivos, 0s tratamentos

e as justificativas por fendtipos tao
frequentes em algumas familias. Todas
essas informacdes precisam ser discutidas
em um contexto educativo e seguro

antes da realizacdo do teste, para que

ndo ocorram desconfortos e conflitos de
informacao no momento em que se revele
o resultado do teste. Por isso, o teste
genético deve ser realizado em um contexto
de aconselhamento, do qual a etapa se
denomina aconselhamento genético pré-
teste (veremos sobre aconselhamento
genético no médulo 6).
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A seguir, vamos discutir quais as principais
aplicacdes e quais os tipos de teste
genético mais utilizados no cenario

clinico, bem como ressaltar alguns pontos
importantes que devem ser elaborados
entre profissionais, usuarios do servico de
salde e seus familiares antes da realizacao
do TG.

Aplicacao clinica do teste genético

Sao diversas as formas como se pode
aplicar o teste genético na pratica clinica,
beneficiando individuos que possam estar
em risco aumentado para alguma condic¢ao
genética especifica. O conhecimento
molecular, adicionado das informacdes
clinicas e da histéria familiar, podem
nortear além de condutas terapéuticas,
estratégias de prevencao e de diminuicao
de risco.

A seguir, vamos expor algumas das formas
em que o teste genético pode ser aplicado;
a cada uma delas, a classificacao se da de
acordo com o seu prop6sito (lowa Institute
of Human Genetics):

a. Teste genético clinico: realizado para
ter o perfil genético do individuo
como informac¢ado adicional sem uma
finalidade terapéutica ou diagnostica
especifica.

b. Teste genético diagnéstico: realizado
para encontrar a causa de uma doenca
ou de sintomas ja presentes no
individuo.

Genoma Brasil

c. Teste genético pré-sintomatico
(preditivo): antes de o individuo
expressar algum sintoma, para descobrir
se ha risco para o desenvolvimento de
certo tipo de doenca, ou se ha alguma
variante que podera ser passada para
descendentes futuros, colocando-os em
risco também.

d. Teste genético de detec¢ao do
portador: é um teste que identifica
mutacdes em genes relacionados a
doencas recessivas. Se 0os dois membros
do casal forem testados, o resultado
podera fornecer informacdes sobre o
risco de ter um filho com uma condicao
genética recessiva.

Teste genético pré-natal: é um teste
durante a gravidez para ver se o bebé
terd uma doenca.

f. Teste genético do recém-nascido: um
teste realizado de um a dois dias ap0s o
nascimento do bebé, para ver se ele tem
certas doencas.

Teste genético farmacogendmico: para
descobrir o melhor remédio e a melhor

0

dose para o individuo com base em suas
variantes de DNA.

A genética molecular e seu vasto avango
para auxiliar a pratica clinica resultaram em
grande aumento no numero de disturbios

e de tratamentos para o0s quais os testes
genéticos estdo disponiveis. E importante
ressaltar, no entanto, que, mesmo com
tantos avan¢os no mundo das metodologias
moleculares, o TG, sozinho, ndo garante uma
medicina personalizada de qualidade; a
avaliacao da histoéria pessoal e familiar e as
questoes biopsicossociais, também, entram
no contexto da avaliagao.
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Toda a histoéria pessoal e familiar, junto
com as informagdes moleculares, torna
todo o quadro mais completo e relevante
para individuos e seus familiares, fazendo,
da medicina de precisao, uma abordagem
além dos genes, de tudo o que envolve

0 corpo fisico e 0 meio onde vive. O bom
relacionamento com o paciente mostra-
se muito importante para explicar 0s
motivos do teste, os resultados do teste,

o plano de tratamento e as implica¢oes
para outros membros da familia. O padrao
de atendimento, hoje, a pacientes com
doencas genéticas requer a colaboragao
entre os prestadores de cuidados primarios,
0s especialistas em outros niveis de
atencao e os laboratorios.

Nesse contexto, no qual o teste genético

é solicitado ap6s uma anamnese e a
constru¢ao do heredograma da forma mais
completa possivel e com a avaliacao de
risco junto com o propésito bem definido
da obtencdo de informacdes moleculares
e suas implicagoes, o profissional de
salde também precisa compreender
quais as melhores técnicas para acessar as
informacdes genéticas.

L
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Tabela 8: Tipos de técnicas moleculares para teste genético e exemplos de uso na pratica clinica

. uando é . . )
Teste Genético Q . Exemplo de uso Justificativa
solicitado
Suspeita de Identificacdo de Permite observar grandes
alteracoes translocagdes em altera¢des cromossdémicas, como
Cariétipo cromossémicas leucemias, deteccao translocacdes e delecoes, que
grandes ou de aneuploidias em podem ser indicadores de certos
estruturais tumores. tipos de cancer hematolégico.
Pesquisa de Usando sondas fluorescentes, é
Deteccdo de amplificacdo do gene possivel detectar amplificacoes
FISH alteracdes HER2 em cancer de e delecoes especificas em
cromossémicas mama, estudo de genes envolvidos na progressao
especificas dele¢des no gene MYC | tumoral e na agressividade de
em linfomas. canceres.
Deteccdo de mutagoes
nos genes BRCAl e Ideal para a deteccdo de
Deteccdo de BRCA2 (risco de céncer | alteragdes em nimero de copias
delec¢des e de mama e ovario), em genes especificos, sendo
MLPA o : L - . L
duplicacOes de genes | pesquisa de duplicacao Util para risco hereditario,
especificos no gene MYH7 em em oncologia, e alteracdes
cardiomiopatia estruturais em genes cardiacos.
hipertrofica.
Investizacso de sanho Permite uma analise
. £as g detalhada de ganhos e de
Suspeita de ganho de material genético -
" perdas de pequenas regides
ou perda de em tumores sélidos, . .
Array-CGH ! o - cromossémicas, o que auxilia
material genético dele¢des em genes N
: L. . . na caracterizacao molecular de
submicroscépico associados a sindromes .
. . alguns tumores e de condicdes
cardiacas congénitas. . .
cardiacas congénitas.
Confirmacdo de Sequenciamento direcionado e
Teste de confirmagao variantes patogénicas preciso para 1dent1ﬁc_ar mutacoes
- nos genes TP53 especificas conhecidas, usado
Sanger e de mutacoes N - .
. (cancer), MYBPC3 para a confirmacao de variantes
especificas em genes S . : .
(cardiomiopatia identificadas por outros testes,
hipertrofica). como NGS.
. Sequéncia de multiplos genes
Pesquisa ampla ou 2
. . R 30 mesmo tempo, sendo Util em
. em painel de genes, Painel de cancer . o
NGS painel . o . casos de sindromes hereditarias
- alta suspeita de hereditario ou painel de R . .
genes especifico . . . no cancer e cardiopatias,
doenca genética cardiomiopatias. . -
) proporcionando uma visao
especifica . ”
ampla das variantes genéticas.
Diagndstico de cancer | Sequencia regides codificantes
. hereditario em familias (exons) em todo o genoma,
Suspeita de doenc¢a . o
enética sem um sem g‘ene‘espe‘oﬁco sendo gt]l para doencas
Exoma & . conhecido, identificacao hereditarias com alta
gene especifico . . ”
conhecido de variantes heterogeneidade genética e em
em cardiopatias €asos, sem suspeita genética
hereditarias. especifica.
Pesquisa de mutagdes .
R Sequencia o genoma completo,
raras em canceres . . - .
. . s . - incluindo regides codificantes
Analise genética familiares, investigacao - . -
o e ndo codificantes, Util para
Genoma completa para genética completa o
- . . condi¢des complexas onde a
condi¢bes complexas em cardiopatias I .
e . ._| causa genética é desconhecida
hereditarias de etiologia
. ou rara.
desconhecida. )

Fonte: Elaboracao propria.
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Além dos testes genéticos para auxiliar nas
questdes diagndsticas, compreender as
informacdes do material genético de cada
individuo permite o avanc¢o de op¢des
terapéuticas personalizadas, como terapias
alvos na oncologia. Testes genéticos
realizados em tumores permitem avaliar
mutacdes em genes especificos, como

os genes EGFR, ALK e BRAF, exemplos

de tratamentos direcionados a pacientes
com cancer de pulmdo e com melanoma.
Essas terapias tém, como alvo, moléculas
ou caminhos celulares especificos

do tumor, oferecendo maior precisao

e menos toxicidade em comparagao

com a guimioterapia convencional.

Existe, também, a atuacao da genémica
para realizar avaliacdo do metabolismo de
medicamentos especificos em individuos,
na tentativa de verificar se o medicamento
podera causar grandes efeitos colaterais,
no caso de a metabolizacao nao ser
funcional. Estudos mostram que pacientes
com mutagoes no gene CYP2C19,

por exemplo, metabolizam de forma
diferente o clopidogrel, um medicamento
antiagregante plaquetario. Com base nessa
informacao genética, é possivel ajustar a
dose ou substituir o medicamento para
otimizar os resultados terapéuticos.

Outro avanco significativo € a terapia
génica, que visa a corrigir, ou a substituir,
genes defeituosos para tratar doencas
genéticas. Isso se realiza através da técnica
CRISPR-Cas9, a qual se baseia em um
sistema de defesa natural encontrado

em bactérias, onde uma proteina Cas e
uma sequéncia de RNA guiam o corte em
uma sequéncia especifica de DNA. Esse
RNA guia é desenhado para reconhecer

a sequéncia-alvo no genoma humano.
A Cas9 corta o DNA naquela posicao
especifica e o corte pode ser reparado
pelo proprio sistema de reparo celular,
0 que permite a insercao, a delecao ou
a corre¢do de genes defeituosos.

Na oncologia, por exemplo, a terapia génica
tem sido usada para modificar células do
sistema imunologico, como os linfécitos T,
para combater tumores. Essa abordagem,
conhecida como CAR-T (receptor quimérico
de antigeno de células T), é usada no
tratamento de leucemias e de linfomas,
modificando, geneticamente, as células do
paciente para que reconhecam e ataquem
células cancerosas de forma especifica.

Um dos grandes desafios desses
tratamentos é o acesso, devido ao

custo elevado. Apesar disso, esforcos
governamentais e de associagoes de
pacientes tém sido realizados para a
democratizacao desses acessos, tanto para a
realizacdao de testes genéticos, quanto para
tratamentos. Alguns testes sao disponiveis
no SUS, como o teste do pezinho, o
cariotipo, o FISH e o painel para fibrose
cistica, por exemplo. Na saude suplementar,
outros testes possuem cobertura mediante
a justificativa com critérios presentes nos
documentos da Agéncia Nacional de Saude.

Conhecer os conceitos da genética e da
gendmica engrandece atuac¢oes na pratica
clinica, uma vez que podem auxiliar em
processos diagnosticos, na escolha de
tratamentos para melhores progndsticos
e nas orientacdes mais personalizadas
para a prevencao, no caso de pacientes
em risco de desenvolverem doencas

que, ainda, ndo se manifestaram.
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Caso 1l

Carlos, 28 anos, apresentou um episodio
de sincope durante uma corrida leve. Foi
levado ao pronto-socorro, onde o exame
fisico inicial revelou um sopro cardiaco
sistolico leve. ApoOs avaliacdo adicional
com ecocardiograma, foi diagnosticado
com miocardiopatia hipertréfica (MCH),
caracterizada por um espessamento
anormal do musculo cardiaco,
especialmente do septo interventricular.

Histéria Familiar: Carlos tem um histérico
familiar significativo para doencas
cardiacas. Seu pai faleceu, subitamente, aos
45 anos devido a uma parada cardiaca, sem
diagnostico prévio de cardiopatia. A mae de
Carlos e sua avo materna nao tém historico
de doencas cardiacas, mas seu tio paterno
foi diagnosticado com miocardiopatia
hipertrofica aos 50 anos e esta em
acompanhamento com medicamentos.
Diante desse contexto, Carlos foi
encaminhado para a avaliagao genética.

Genoma Brasil

Analise e Justificativa para o Teste
Genético: A miocardiopatia hipertréfica

é uma condi¢do com forte componente
hereditario, frequentemente, causada

por mutagoes em genes especificos que
afetam proteinas do sarcémero, como 0s
genes MYH7 (cadeia pesada da miosina) e
MYBPC3 (proteina de ligagdo da miosina C).
Estima-se que até 60% dos casos de MCH
tenham uma causa genética identificavel.

Dada a idade jovem de Carlos, ao
apresentar sintomas e o historico familiar
de morte subita e miocardiopatia,

a realizacdo de um teste genético

é fundamental para confirmar o
diagnostico de uma causa hereditaria.

Escolha do Teste Genético: Recomenda-se
um painel de genes para miocardiopatia.
Esse painel deve incluir genes, comumente,
associados a miocardiopatia hipertrofica,
como MYH7, MYBPC3, TNNI3 e TNNT2,

bem como genes envolvidos em

outras miocardiopatias familiares, para
garantir uma analise abrangente.
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Justificativa do Painel de Genes

1.

Resultado Esperado e Orientacao Pos-
Teste: Se o teste identificar uma mutacao
patogénica, Carlos serd orientado a
adotar medidas preventivas, incluindo
restricdes de atividades fisicas intensas e
monitoramento cardiovascular regular. O
teste, também, sera oferecido a familiares
proximos, permitindo a triagem precoce e
a preven¢ao em parentes assintomaticos.

Esse caso ilustra a importancia do teste
genético em cardiopatias hereditarias

para direcionar o acompanhamento e para
oferecer prevencdo tanto ao paciente
quanto aos familiares, que também podem
estar em risco de complicacdes graves.

Identificacdo de Risco para Familiares: Se uma mutac¢dao causadora da miocardiopatia
hipertréfica for encontrada, parentes de primeiro grau de Carlos, como irmaos e
filhos, poderao realizar o teste genético para verificar se herdaram a mesma mutacao,
permitindo a identificagdao precoce de risco e o inicio de medidas preventivas, como
acompanhamento clinico regular e restricao de atividades intensas.

Prevencdo de Eventos Fatais: O histérico familiar de morte subita indica que Carlos e
outros membros da familia podem estar em risco elevado. A presen¢a de uma mutagao
patogénica confirmaria a necessidade de monitoramento rigoroso e, possivelmente,

a consideracdo de um desfibrilador cardiaco implantavel (CDI) para prevenir a morte
subita.

Conduta Terapéutica: A presenca de mutagoes em determinados genes pode
influenciar o prognostico e o manejo da MCH. O conhecimento da causa genética
permite o acompanhamento direcionado e o uso de terapias adequadas, como
medicamentos para reduzir a carga de trabalho do coracdo ou intervencoes cirdrgicas,
como a miectomia septal, quando necessario.

48



Caso 2

Maria, 32 anos, foi diagnosticada com
cancer de mama aos 30 anos, apds o
achado de um nddulo palpavel em sua
mama direita. A bidépsia revelou um
carcinoma ductal invasivo, receptor
hormonal positivo (ER+ e PR+), HER2-
negativo. Diante da idade jovem e do
histérico familiar, Maria foi encaminhada
para aconselhamento genético e avaliacao
de testes genéticos para cancer hereditario.

Historia Familiar: Maria possui um
histérico familiar significativo para
cancer de mama e ovario. Sua mae foi
diagnosticada com cancer de mama aos
40 anos e faleceu aos 52. A avé materna
teve cancer de ovario aos 60 anos e uma
tia materna foi diagnosticada com cancer
de mama aos 42 anos. Nao ha historico
de cancer entre os parentes paternos.

Analise e Justificativa para o Teste
Genético: O diagndstico de cancer de mama
em idade jovem e a historia familiar de

Genoma Brasil

cancer de mama e ovario sdo caracteristicas
sugestivas de uma predisposi¢ao

genética, especialmente para sindromes
hereditarias associadas aos genes BRCA1

e BRCA2. Mutacdo nesses genes aumenta,
substancialmente, o risco de cancer de
mama e de ovario, além de outros canceres,
como o de pancreas e de prostata.

Escolha do Teste Genético: Dado o perfil de
Maria, recomenda-se um painel de genes
para cancer hereditario, com enfoque em
genes associados ao cancer de mama e
de ovario, incluindo BRCA1 e BRCA2, bem
como outros genes de predisposi¢ao ao
cancer de mama, como TP53 (sindrome
de Li-Fraumeni), PALB2, CHEK2 e ATM.
Ou, se houver possibilidade, realizar
painéis mais expandidos, com todos 0s
genes ja conhecidos para a Sindrome de
Predisposicao Hereditaria ao cancer. Essa
abordagem abrangente é apropriada,
pois possibilita uma analise completa

e pode identificar outras variantes que
poderiam impactar o risco de cancer.
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Justificativa do Painel de Genes

1. 1. Risco Elevado em Idade Jovem: Maria apresenta cancer de mama em idade jovem,
uma caracteristica importante na suspeita de sindromes hereditarias. Estudos mostram
que mutacdes no BRCAL e BRCA2 sao mais comuns em pacientes com diagndstico
precoce.

2. 2. Historia Familiar Padrao Hereditario: A presenca de multiplos casos de cancer
de mama e de ovario em parentes de primeiro e segundo graus no lado materno da
familia fortalece a indicagao do teste, uma vez que as muta¢des BRCA sao transmitidas
de maneira autossdmica dominante.

3. 3. Impacto na Conduta Clinica: A identificacdo de uma muta¢do em BRCA1 ou BRCA2
pode impactar, diretamente, o manejo clinico de Maria. Ela poderia ser candidata a
uma mastectomia bilateral redutora ou a ooforectomia profildtica, reduzindo o risco de
novos canceres.

4. 4. Orientacdo Familiar: A descoberta de uma mutacdo permitiria um rastreamento
genético e clinico adequado para outros membros da familia. Parentes proximos
poderiam beneficiar-se de exames de rastreamento precoce e de medidas preventivas.

Resultado Esperado e Orientacao P6s-
Teste: Se o teste identificar uma mutacao
patogénica em BRCA1 ou BRCA2, Maria
serd orientada quanto as op¢oes de

vigilancia intensiva e as intervencoes
redutoras de risco. Familiares proximos,
também, seriam encaminhados

para testes genéticos, ampliando as
possibilidades de prevencao familiar.

Esse caso ilustra a importancia do teste
genético para identificar e para manejar
canceres hereditarios, especialmente,
quando fatores, como idade e histérico
familiar forte, estao presentes.

Nos proximos médulos iremos
aprender conceitos mais especificos
da genética e da gendmica no
contexto da oncologia e da cardiologia,

expandindo mais os conhecimentos
para aprimorar a pratica clinica,
auxiliando pacientes e seus familiares
com condutas mais personalizadas.
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Material Complementar 1

Tipos de Padrao de Heranga

Padrao de heranca autossomica recessiva

GENE GENE |jGENE GENE

NORMAL ALTERADO NORMAL ALTERADO
~ PAl MAE PAI MAE
NAO AFETADO PORTADORA PORTADOR PORTADORA

O O, O

R YR PRy

NAO AFETADO PORTADOR PORTADORA NAO AFETADA AFETADO PORTADOR PORTADORA NAO AFETADA

Padrao de heranca autossdmico dominante Padrao de heranca ligada ao cromossomo Y

GENE GENE |jGENE GENE

NORMAL ALTERADO NORMAL ALTERADO

PAI
AFETADO NAO

AFETADO NAO AFETADO AFETADA NAO AFETADA AFETADO AFETADO NAO AFETADA NAO AFETADA
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Padrao de heranca recessivo ligado ao cromossomo X

GENE GENET TGENE GENE

NORMAL ALTERADO NORMAL ALTERADO

_ PAl MAE
NAO AFETADO AFETADA

NAO AFETADO NAO AFETADO PORTADORA PORTADORA AFETADO NAO AFETADO AFETADA

Padrao de heranca dominante ligado ao cromossomo X

GENE GENE GENE GENE

NORMAL ALTERADO NORMAL ALTERADO

PAI __PAl MAE
AFETADO NAO AFETADO AFETADA

NAO AFETADA

A

NAO AFETADO NAO AFETADO AFETADA AFETADA AFETADO NAO AFETADO AFETADA
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Material Complementar 2
Tabela explicativa entre técnicas de analise cromossémicas
com suas vantagens e desvantagens

Mapa
Genoma Brasil

(" Técnica Descrigao Aplicacoes Vantagens Desvantagens A
Tecnica que Fornece uma
analisa o nimero Diagnéstico de vis3o seral dos
e a estrutura dos aneuploidias, g ) -
s Cromossomaos em sindromes Cromossomos, Resolugdo limitada
Cariétipo | . - identifica (ndo detecta pequenas
células. Usualmente | cromossdmicas rearranios alteracdes)
feita a partir de e desordens cromossérj“nicos s
células em divisdo genéticas. randes
(metafase) g ’
Tecmca d? . o Alta sensibilidade
amplificacao Diagnostico e
s - e especificidade
multipla de pares de delecdes e ara detectar
de bases, que duplicacoes em paltera Ses Nao fornece informacoes
MLPA permite detectar | genes especificos, enéticaé' ode sobre rearranjos
variagoes no como na Distrofia gser reali’zgdo estruturais complexos.
ndmero de copias Muscular de om amostras
de segmentos Duchene.
de DNA. pequenas.
Hibridizacao in
situ fluorescente, L Alta resolucao;
1 Diagndstico de .
que utiliza sondas aneuploidias permite Requer sondas
FISH fluorescentes transl%ca ées' visualizacao especificas e ndo detecta
para detectar e e dele ée?s om de alteracdes alteracdes em todo o
localizar sequéncias cél%.llas cromossémicas em genoma.
especificas de DNA ' células individuais.
nos Cromossomos.
Hibridizacao
gendmica Identificacdo -
) ~ Alta resolucao . . o
comparativa em de delecdes e e abraneéncia- Pode identificar variacdes
microarranjos, duplicagcoes em detecta % uen'as de significado incerto;
CGH Array que permite a todo o genoma; alterz ges ndo detecta alteracdes
analise do nimero | usada em cancer enéticasgem todo de estrutura ou ponto a
de copias de e doencas g 0 cenoma ponto.
milhares de genes genéticas. & ‘
simultaneamente.
J
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